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摘 要 : 本 试验 由 在 建立 高 效 、 准 确 、 快 速 测定 


语 硒 蛋白 多 糖 中 纳米 单质 硒 含量 的 方法 。 将 


25 mg HIF A (Enterobacter cloacae)Z0206 7* zi fifi £& H £ Bà Fe 


MEFE 3 mL 蒸 馅 水中， 


在 3mg XIV 型 蛋白 酶 作用 下 超声 处 理 30 min(37 'C)， 将 酶 解 液 离心 得 到 的 沉淀 物 (纳米 单 


质 硒 ) 在 常温 下 经 双氧水 -盐酸 (H202-HCI1) 体系 消解 ， 所 得 溶液 直接 经 高 效 液 相 色 谱 - 电 感 


耦合 等 离子 体质 谱 (HPLC-ICP-MS ) 分 析 [ 以 PRP X100 阴离子 色谱 柱 对 样品 中 的 SeOs? Ht 


行 分 离 ， 流 动 相 组 成 为 mmol/L 柠檬 酸 水 溶液 (pH 4.5) ], WEA 


2 439 hg/g。 以 国家 标准 CGB/T 13883-2008) [样品 


以 在 


品 中 纳米 单质 硒 含量 为 


HE? (HNO3) -IIR (HCIO, 体系 


消解 处 理 ， 经 氧化 物 发 生 -原子 荧光 CAG-AFS) 分 析 ] 为 对 照 ， 测 得 样品 中 纳米 单质 硒 含 


为 2 450 ug/g. 2 种 方法 的 测定 结果 高 度 一 致 。 与 GB/T 13883-2008 中 描述 的 方法 相 比 ， 采 


用 本 试验 建立 的 氧化 体系 条 件 更 温和 、 快 速 并 且 易 于 


关键 词 : 高 效 液 相 色谱 ; 电感 耦合 等 离子 体质 谱 
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中 图 分 类 号 : Q657.32; Q936 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 


三 (Se) 是 许多 动物 体内 必需 的 营养 物质 叫 。 我 区 


t 制 ， 适 用 于 纳米 单质 硒 的 快速 检测 。 
纳米 单质 硒 


的 《饲料 添加 剂 品种 目录 (201320) rff 


LE 


三 酸 钠 和 酵母 硒 作为 矿物 元 素 饲 料 添加 剂 用 于 养殖 动物 补 硒 剂 。 亚 硒 酸 钠 作为 硒 添加 剂 ， 


来 源 丰 富 ， 价 格 较 低 ， 但 是 存在 生物 有 效 性 低 、 中 毒 量 


染 环境 等 缺陷 , 因而 被 严格 限制 其 使 用 量 。 欧盟 等 一 
酸 钠 作为 硒 的 营养 补充 剂 ， 例如 瑞典 已 限制 其 在 乳 猪 料 中 使 用 。 而 日 


: 


此 


需要 量 之 间 范 围 小 、 毒 性 大 、 易 污 


到 家 和 地 区 已 经 限制 或 禁止 使 用 亚 三 


本 则 禁止 在 动物 饲料 中 


添加 亚 硒 酸 钠 。 因 此 ， 目 前 呈现 出 其 他 形式 硒 逐 渐 取 代 亚 硒 酸 钠 在 饲料 中 添加 的 趋势 。 天 然 
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23 ”存在 的 硒 主要 有 硒 醚 、 单 质 硒 、 硒 酸 盐 、 亚 硒 酸 盐 和 有 机 硒 几 种 形式 23]。 亚 硒 酸 盐 和 硒 酸 


24 ” 盐 的 中 毒 量 与 需要 量 范围 很 窄 ， 而 单质 硒 被 认为 既 无 毒 也 无 生物 活性 1。 然而 ， 粒 径 在 
25 20-350 nm 范围 内 的 红色 纳米 单质 硒 颗 粒 由 于 其 突出 的 安全 性 和 生物 活性 引起 了 越 来 越 多 


26 ”的 关注 5E9。 许 多 研究 表明 ， 一 些 细菌 可 以 通过 将 亚 硒 酸 钠 还 原 成 为 红色 纳米 单质 硒 从 而 有 
27 ” 效 地 降低 毒性 "9 站， 与 此 同时 ， 纳 米 单质 硒 分 散在 细菌 分 泌 的 蛋白 质 或 者 多 糖 表 面 上 ， 又 显 


28 ” 著 提 高 了 富 硒 和 蛋白 多 糖 产品 的 抗 氧化 活性 等 功能 HH。 在 本 研究 前 期 工作 中 ， 对 产 多 糖 菌 种 


29 ”进行 耐 硒 驯化 得 到 产 多 糖 耐 硒 阴 沟 肠 杆菌 (Enterobacter cloacae) 的 细菌 菌株 Z0206， 并 运用 


30 ”形态 学 、 生 理 生化 特征 和 16S rDNA 基因 序列 分 析 相 结合 的 方法 鉴定 其 为 Enterobacter 


31 cloacae. Enterobacter cloacae Z0206 能 耐 受 高 浓度 的 亚 硒 酸 钠 并 可 产生 大 量 的 胞 外 蛋白 多 


32 BE, 在 小 鼠 和 家 禽 上 的 应 用 发 现 其 具有 较 强 的 抗 氧化 和 免疫 功能 057531。 最 近 的 研究 发 现 部 分 
e 33 ， 硒 为 零 价 并 有 具备 纳米 粒子 的 大 小 ， 判 断 为 纳米 单质 硒 09， 本 研究 将 着 眼 于 定量 分 析 纳 米 单 


LO 34 M. 


o 35 H Bi Fas BL x SE Hp RR FI CARP Bor BL HE TREE. cS B a TIR REUS, 文献 报道 的 


di. 36 ”方法 一 般 是 通过 向 试 样 中 加 入 强 氧 化 剂 [如 硝酸 (HNO;3) RARR (HCIO ] 或 者 混合 酸 反 


37 ” 复 加 热 回 流 或 者 微波 消解 。 如 国家 标准 (GB/T 13883-2008) 对 于 饲料 中 硒 的 测定 方法 中 在 


38 ”对 试 样 的 前 处 理 上 ， 是 先 将 试 样 在 混合 酸 (HNO3-HCIO4) 中 消化 过 夜 ， 次 日 再 在 电热 板 上 


39 ”反复 加 热 。 前 处 理 的 方法 原理 均 是 先 将 零 价 硒 氧 化 成 四 价 硒 (Se*) L723 再 进行 检测 ， 但 上 
40 — 述 过 程 见 长 ， 试 剂 耗 量 大 ,尤其 是 在 高 浓度 酸 介质 存在 时 操作 需要 十 分 谨慎 ， 并 且 需 要 进 
因此 ， 本 研究 


Al ” 步 采 取 除 酸 措施 以 避免 对 后 续 HPLC-ICP-MS 测定 产生 仪器 损害 和 信号 抑制 。 


= 


42 ”在 传统 的 消解 基础 上 加 以 改进 ， 以 双氧水 C202) -盐酸 CHCD 体系 室温 下 反应 代替 HNO; 


43 AL HCIO, 加热 消化 的 方法 ， 实 现 纳米 单质 硒 的 氧化 ， 获 得 可 直接 进行 HPLC-ICP-MS 检测 的 
44 溶液， 实现 对 富 硒 蛋 白 多 糖 中 纳米 单质 硒 的 快速 、 准 确 、 安 全 测定 ， 使 整个 样品 处 理 周 期 控 
45 ” 制 在 2h 以 内 。 
46 1 材料 与 方法 
47 11 试验 材料 


48 1.1.1 试剂 


49 XV 型 蛋白 酶 [由 灰色 链 霍 菌 CStretomyces griseus) 产生 ]、 硒 粉 〈 纯 度 >99.95%)、 标 准 
50 品 亚 硒 酸 钠 ( 纯 度 >98%) 和 色谱 级 甲醇 购 自 美国 Sigma-Aldrich 公司 FTR HCL 30% H202. 
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MEM (KBH) ALE (KOH) 均 为 分 析 纯 ， 购 自 国药 集团 化 学 试剂 有 限 公司 。 


1.1.2 主要 仪器 


Nexion 300 高 效 液 相 色谱 -电感 耦合 等 离子 体质 谱 (HPLC-ICP-MS) 联 用 仪 〈 美 车 


PerkinElmer 公司 ); KQ-500E 超声 波 清洗 器 (昆山 市 超声 仪器 有 限 公 司 );， 超 纯 水 仪 (德国 


EMD Millipore 公司 ); 电子 分 析 天 平 (瑞士 Mettler Toledo 公司 ); ST 40R 离心 机 (美国 Thermo 


公司 ); pH it (美国 Mettler Toledo 公司 ); AFS-8220 氢化 物 原子 荧光 光度 计 《〈 北 京 吉 天 仪 


器 有 限 公 司 ) 配备 高 性 能 空心 阴极 灯 ( 波 长: 196.0 nm， 北 京 有 色 金 属 研究 总 院 )。 


1.2 富 硒 蛋白 多 糖 样品 的 制备 


参考 课题 组 前 期 研究 报道 ,对 Enterobacter cloacae Z0206 菌株 添加 亚 硒 酸 钠 


， 深 层 发 


酵 获 得 发 酵 液 ， 先 离心 除去 菌 丝 体 ， 再 将 上 清 液 经 95% 乙 醉 沉 淀 ， 最 后 对 沉淀 物 进行 冷冻 


干燥 ， 即 获得 富 硒 和 蛋白 多 糖 样 品 。 该 样品 将 作为 本 试验 的 材料 。 
1.3 富 硒 蛋白 多 糖 样品 的 前 处 理 


称 取 25 mg 富 硒 蛋白 多 糖 于 SmL 离心 管 中 ， 加 入 3 mg XIV 型 


白 酶 ， 再 加 入 3 mL 


蛋 
的 蒸馏 水 ， 置 于 超声 波 清 洗 机 中 超声 30 min, 温度 设置 为 37°C, 将 上 述 酶 解 液 离 心 30 min, 


转速 设 为 10 000 ymin， 收 集 沉 演 ， 并 向 沉淀 中 加 入 3 mL 的 蒸馏 水 ， 混 匀 后 10 000 


rmin 离 


心 30 min， 离 心 结束 后 弃 去 上 清 ， 向 沉淀 中 加 入 100 pL 浓度 为 6 mol/L 的 HCl, 


再 向 其 中 


加 入 3 mL H20» 常温 下 反应 30 min， 将 上 述 反 应 液 转移 到 容量 瓶 中 ， 并 用 蒸馏 水 定 容 至 500 


mL, i 0.45 um 滤 膜 ， 进 行 HPLC-ICP-MS 分 析 。 


1.4 标准 曲线 的 制备 


准确 称 取 25.0 mg 亚 硒 酸 钠 溶 解 在 250 mL 水 中 , 逐步 稀释 成 0.500、0.300、0.200、0.050 


以 及 0.025 ug/mL 的 亚 硒 酸 钠 标准 工作 液 ， 进 行 HPLC-ICP-MS 分 析 。 


1.5 HPLC-ICP-MS 及 氧化 物 发 生 -原子 荧光 (HG-AFS) 分 析 条 件 


1.5.1 HPLC-ICP-MS 分 析 条 件 


PRP-X100 阴离子 色谱 柱 (250 mmx4.1 mmx10 um, 美国 Hamilton 公司 ); 进 样 量 


流动 相 为 5 mmol/L 柠檬 酸 水 溶液 (pH 4.5); 流速 0.8 mL/min!?3), 


射频 功率 : 1100 W; 等 离子 气 [氯气 (AD] 流 速 : 16.0 L/min; 辅助 气 (An 流速 : 1. 


BM (Ar ite: 0.91 L/min; 碰撞 气 [ 氨 气 (He)] 流 速 : 3 mL/min; Mitr tE 78. 


1.5.2 HG-AFS 分 析 条 件 


& 25 uL; 


3 L/min; 
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仪器 参数 : 光电 倍增 管 负 高 压 290V， 原 子 化 器 高 度 8mm; 空心 阴极 灯 电 流 80 mA; 


载 气 流量 300 mL/min; 屏蔽 气流 量 800 mL/min; 载 流 液 为 5% HCl; 进 样 体积 0.5 mL. fl 


标准 工作 液 浓度 为 10 ng/mL, 制作 标准 曲线 时 , 采用 5% HCl 为 稀释 液 , 仪器 自动 稀释 为 2、 


4、6、8 和 10 ng/mL。 系 列 浓度 ， 测 定 不 同 标准 溶液 中 硒 含 量 。 所 有 样品 硒 含 量 平行 测定 3 
次 ， 取 平均 值 。 
1.6 数据 处 理 与 分 析 


数据 处 理 采用 Excel 2010 统计 分 析 软 件 进行 处 理 和 计算 ， 以 平均 值 来 表示 。 
2 结果 与 分 析 
富 硒 蛋白 多 糖 样品 的 前 处 理 


2. 


— 


富 硒 蛋白 多 糖 样品 经 前 处 理 ， 最 后 离心 得 到 的 沉淀 如 图 1-A 所 示 ; 加 入 H202, HCI fie 
摇 混 匀 后 ， 沉 淀 得 到 很 好 的 分 散 ， 如 图 1-B 所 示 ; 在 室温 放置 30 min 后 ， 所 有 样品 表现 出 
清晰 、 无 色 透 明 状 ， 如 图 1-C 所 示 。 这 种 现象 表明 ， 红 色 的 纳米 单质 硒 在 常温 下 可 以 被 
H202-HC1 体系 快速 消解 成 无 色 溶液 状态 。 


1 纳米 单质 硒 消解 变化 过 程 


Fig.l The appearance of nano elemental selenium during the digestion 


2.2 线性 范围 与 准确 度 


亚 硒 酸 钠 标准 工作 液 色 谱 图 见 图 2， 保 留 时 间 为 5.008 min， 以 亚 硒 酸 钠 浓度 为 横 坐 标 


(x), LA SHR se) 积分 面积 为 纵 坐 标 (7)， 拟 合计 算得 到 亚 硒 根 离子 〈SeO:) 浓度 的 


标准 曲线 方程 及 相关 系数 : y=167 993.58x+2 364.94 (R=0.999). 


将 H202-HCI 体系 作为 本 文 消 解 处 理 方法 的 对 照 ， 将 离心 沉淀 得 到 的 纳米 单质 硒 同 时 经 


过 H202-HCI 和 HNO3-HCIO4 体系 消解 处 理 并 分 别 进行 HPLC-ICP-MS 和 HG-AFS 分 析 。 纳 


米 单 质 硒 经 H202-HCI 体系 消解 后 的 色谱 图 如 图 3， 经 HPLC-ICP-MS 分 析 ， 测 得 样品 中 纳 


米 单质 硒 含 量 为 2 439 ugg (481); 而 采用 HNO3-HC104 体系 消解 处 理 ， 经 HG-AFS 分 析 ， 


测 得 样品 中 纳米 单质 硒 含量 为 2 450 ug/g。2 种 方法 的 测定 结果 十 分 接近 。 
表 1 HPLC-ICP-MS 法 测定 富 硒 蛋白 多 糖 中 纳米 单质 硒 含量 


Table 1 The content of nano elemental selenium extracted from selenium-enriched 
polysaccharides determined by HPLC-ICP-MS method 
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序号 No. 纳米 单质 硒 含 量 Nano elemental selenium 相对 标准 偏差 RSD/% 
content/ (ug/g) 
测定 值 Measured values 平均 值 Mean 
1 2 449 
2 2 366 
3 2 350 2 439 3.32 
4 2 486 
5 2 542 


p | y-7167,93.58x + 2,364.94 
R? = 0.9994 


0 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 
Time (min) 


2 亚 硒 酸 钠 标准 工作 液 (0.30 pg/mL) 色谱 图 
Fig.2 Chromatogram of 0.30 ug/mL Na»SeO: standard solution 


Time (min) 


图 3 ”纳米 单质 硒 经 HO2-HCI 体系 消解 后 的 色谱 
Fig.3 Chromatogram of nano elemental selenium digested by H205-HCI system 


3 讨论 


3.1 样品 酶 解 处 理 对 纳米 硒 定 量 分 析 的 影响 

甫 蛋白 多 糖 中 硒 的 存在 形式 有 纳米 硒 和 有 机 硒 甚 至 可 能 有 亚 硒 酸 盐 ,为 了 有 效 地 提取 
纳米 单质 硒 ， 本 试验 参考 文献 报道 多 对 有 机 硒 进 行 了 酶 水 解 提 取 ， 使 样品 中 的 大 分 子 含 硒 
化 合 物 水 解 成 水 溶性 小 分 子 化 合 物 从 而 与 纳米 硒 进 行 分 离 。 在 对 酶 的 选择 上 , 试验 比 对 了 文 
献 报道 所 提 及 的 不 同 的 酶 ， 如 XIV 型 蛋白 酶 、 香 白 酶 K 以 及 链 和 蛋白 酶 等 。 试 验 结果 表明 ， 
XIV 型 蛋白 酶 在 30 min 内 即 可 使 样品 酶 解 完全 ， 并 且 在 超声 波 辅助 作用 下 完全 可 以 蔡 代 常 


H} 
IH 


AM 


规 的 摇 床 培养 (48 h)。 通 过 XIV 和 蛋白 酶 的 加 入 ， 使 样品 中 的 蛋白 质 水 解 ， 样 品 酶 解 物 经 水 
洗 后 , 在 离心 机 的 作用 下 纳米 单质 硒 能 够 沉淀 下 来 , 从 而 使 下 水 性 的 纳米 单质 硒 与 水 溶性 的 


122 ，” 硒 代 氨基 酸 以 及 样品 中 可 能 存在 的 亚 硒 酸 钠 得 以 分 离 P528]。 


123 32 H;0»-HCI Fl HNO3-HC104 消解 处 理 对 测定 结果 的 影响 


124 目前 对 于 饲料 中 硒 的 测定 国家 标准 (GB/T 13883-2008) 中 对 于 试 样 的 前 处 理 是 先 将 试 


125 ” 样 在 混合 酸 (CHNO3-HCIO4) 中 消化 过 夜 ， 次 日 再 在 电热 板 上 反复 加 热 。 上 述 操 作对 于 样品 


126 是否 消解 完全 , 一 是 从 高 氛 酸 冒 烟 上 判断 , 二 是 从 色泽 上 判断 , 整个 过 程 操 作 需 要 十 分 谨慎 ， 
127 ”以 防止 电热 板 上 加 热 的 样品 被 蒸 干 。 因此 , 车 将 饲料 中 硒 的 测定 方法 移植 至 富 硒 蛋 白 多 糖 中 
128 ”纳米 单质 硒 的 检测 中 ， 前 处 理 步 又 不 但 耗 时 ， 而 且 烦 琐 。 


129 H202; 在 硒 测 定 中 的 氧化 作用 已 经 在 前 人 研究 得 以 证 实 P?30， 原 理 如 下 : 

2HCI + 3H,0, + Se 3H2O 十 Cl, + H5SeO; 
130 
131 在 传统 的 测定 硒 的 方法 中 ， 通 常 采 用 的 是 HG-AFS YE: 样品 经 HNO:-HCIO. 混合 酸 加 


132 uff). Æ HCI 介质 中 Se4 还 原 为 Se*', 用 KBH4 作 为 还 原 剂 ,将 Se* 还 原 为 硒 化 氧 (SeH2 )， 


133 ”再 由 载 气 带 入 仪器 中 进行 检测 。 考 虑 到 样品 消解 需要 静 置 过 夜 ， 一般 测试 1 个 样品 需要 1 2h 


134 ”以 上 。 而 本 试验 采用 H202-HCI 体系 对 纳米 单质 硒 进行 前 处 理 时 发 现 , 加 入 100 u L 浓度 为 6 


- 135 mol/L 的 HCI 和 3 mL HO», "EA ER EL 30 min， 纳 米 单质 硒 即 可 反应 完全 得 到 SeO3-。 参 考 


m 136 饲料 中 硒 的 测定 (GB/T 13883-2008), 采用 HG-AFS 法 对 纳米 单质 硒 检 测 得 到 样品 中 纳米 单 


N 137 质 硒 含量 为 2 450 ugg 采用 H20»-HCI 体系 消解 ， 经 HPLC-ICP-MS 法 检测 得 到 样品 中 纳米 


= 138 ”单质 硒 含 量 2439 ng/g, 2 种 处 理 方法 所 得 结 末 基 本 一 致 。 相 比 于 传统 的 建立 在 HNO3-HC1O4 


139 ”体系 上 的 测定 方法 ， 本 试验 建立 的 纳米 单质 硒 测 定 方 法 快速 、 简 便 、 环 保 、 准 确 度 高 、 安 全 


140 ”性 好 ， 适 用 于 纳米 单质 硒 的 快速 检测 。 
141 


142 4 结论 


143 CD 本 试验 成 功 建立 了 采用 超声 波 辅助 XIV 型 蛋白 酶 水 解 富 硒 蛋白 多 糖 的 方法 。 将 富 硒 
144 蛋白 多 糖 样品 悬浮 在 水 中 ， 在 XIV 型 蛋白 酶 作用 下 保持 37 人 超声 30 min， 样 品 得 
145 到 充分 酶 解 。 

146 (2) 由 酶 解 液 离 心得 到 纳米 单质 硒 在 常温 下 经 Ho02-HC1 体系 可 以 完全 消解 得 到 SeOs7 。 
147 离心 得 到 的 纳米 单质 硒 在 100 uL 浓度 为 6moyL 的 HCl 和 3 mL H202 作用 下 , 常温 
148 静 置 30 min 即 可 反应 完全 ， 得 到 便于 检测 的 SeO3>。 


149 (3) 本 试验 建立 了 一 种 直接 定量 检测 上 述 反应 液 中 Se03* 的 HPLC-ICP-MS 分 析 方 法 。 
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采用 PRP X100 阴离子 色谱 柱 对 SeO3* 进 行 分 离 , 流动 相 组 成 为 5mmol/L 柠檬 酸 水 


溶液 (pH 4.5)， 流 速 0.8 mL/min, HPLC-ICP-MS 可 在 10 min 内 对 完成 对 SeO37 H8 


念 测 。 


QD 采用 本 试验 建立 的 方法 对 富 硒 蛋 白 多 糖 中 纳米 单质 硒 含 量 进行 得 出 ， 所 得 结果 与 经 


典 的 HNO3-HCIO4 消 解 HG-AFS 分 析 检 测 结果 高 度 一 致 , 表明 本 试验 建立 的 方法 快 


速 、 简 便 、 环 保 、 准 确 度 高 、 安 全 性 好 ， 适 用 于 纳米 单质 硒 的 快速 检测 。 
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Measurement of Nano Elemental Selenium in Selenium-Enriched Polysaccharides Using High 
Performance Liquid Chromatography Coupled With Inductivity Coupled Plasma Mass 
Spectrometry Method 
WANG Fengqdin CHENG Yuanzhi XIAO Xiao LI Xiaoxiao SONG Deguang LU Zeqing 
WANG Yizhen* 

(Feed Science Institute of Zhejiang University, National Engineering Laboratory of 
Bio-Feed Safety and Pollution Prevention, Key Laboratory of Animal Nutrition and Feed Science 
(Huadong), Ministry of Agriculture, Hangzhou 310058, China) 

Abstract: This experiment was conducted to establish a novel method which could efficiently, 
accurately and quickly determine the nano elemental selenium (Nano-Se) content extracted from 
selenium-enriched polysaccharides. Approximately 3 mg of protease X IV was added into 3 mL 
of H20 contained 25 mg selenium-enriched polysaccharides which produced by Enterobacter 
cloacae Z0206, and the resulting mixture was maintained at 37 °C in an ultrasonic bath for 30 
min. After centrifugation, the precipitate (Nano-Se) was oxidized by HCI-H2O» system at room 
temperature. Then the consequent solution was directly analyzed by high performance liquid 


chromatography coupled with inductivity coupled plasma mass spectrometry (HPLC-ICP-MS ) 


* Corresponding author, professor, E-mail: yzwang@zju.edu.cn (责任 编辑 Esc all) 
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(equipped with PRP-X100 anion column and the mobile phase was 5 mmol/L citric acid with a pH 
of 4.5) and the content of Nano-Se was 2 439 ug/g. As a contrast, the same samples were oxidized 
by HNO3-HCIO4 system and determined by the method described in GB/T 13883-2008 using 
hydride generation atomic fluorescence spectrometry (HG-AFS) and the content of Nano-Se was 2 
450 ug/g which was similar to the result above. Compare with the method described in GB/T 
13883-2008, the oxidation system in the current method is much milder and faster and easy to 
control which is suitable for Nano-Se detection. 

Key words: high performance liquid chromatography; inductively coupled plasma mass 


spectrometry; selenium-enriched polysaccharides; nano elemental selenium 


